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略語 
ANOVA Analysis of variance 
ASIC  Acid-sensing ion channel 
BPH  benign prostatic hyperplasia 
CFA  Complete Freund's adjuvant 
COX  Cyclooxygenase 
CP/CPPS  Chronic prostatitis/chronic pelvic pain syndrome 
CPP  Chronic pelvic pain 
CPSI  Chronic prostatitis symptom index 
DRG  Dorsal root ganglion 
ED50  Effective dose 50 
EPS  Expressed prostatic secretion 
ERK  Extracellular signal regulated kinase 
IBS  Irritable bowel syndrome 
IC  Interstitial cystitis 
IFN-  Interferon-gamma 
IL  Interleukin 
ISN  Inferior spermatic nerve 
NGF  Nerve growth factor 
NIH  National Institutes of Health 
NSAIDs Non-steroidal anti-inflammatory drugs 
PKC  Protein kinase C 
QoL  Quality of life 
SEM  Standard error of mean 
iii 
 
SSN  Superior spermatic nerve 
TNBS  Trinitrobenzene sulfonic acid 
TNF-  Tumor necrosis factor-alpha 
TrkA  Tyrosine kinase receptor A 
TRPV1  Transient receptor potential vanilloid 1 
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近年、尿生殖器分野の複数の疾病の治療薬が創出されてきた。例えば前
立腺肥大症 (BPH)、過活動膀胱、勃起不全等について、BPH に対しては前
立腺と尿道収縮を抑制する 1 阻害薬が、過活動膀胱に対しては膀胱平滑
筋収縮を抑制するムスカリン受容体阻害薬や 3 作動薬が、勃起不全に対
しては陰茎海綿体の血流を増加させるホスホジエステラーゼ 5 阻害薬が
創出され、人々の  QoL 改善に貢献してきた  (Andersson, 2015; 
Hatzimouratidis et al., 2016; McNicholas and Kirby, 2011)。だが一方で、未だ適
切な治療薬・治療法が確立されていない病態も多い。男性における精巣痛
の症状は、日常生活に多大な影響を与えうる尿生殖器系病態の一つである
が、必ずしも十分な治療法は確立されていない。 
精巣痛の症状は、精巣炎、精巣上体炎、精巣捻転、外傷、精索静脈瘤、
精管切除、前立腺炎等で認められることが知られており (Table 1)、症状や
対処の方法はそれぞれで異なる。精巣炎の特に急性精巣炎は、多くの場合
流行性耳下腺炎を引き起こす mumps ウィルスの感染が原因であり、同耳
下腺炎患者の約 20-30% で発症する。精巣痛に加えて精巣の腫れ・発熱等
が引き起こされる。1 週間程度の症状ではあるが、本ウィルスの治療法は
ないため、現状は対症療法的に抗炎症薬の non-steroidal anti-inflammatory 
drugs (NSAIDs) や陰嚢の冷却等が用いられている  (Davis et al., 2010; 
Ternavasio-de la Vega et al., 2010)。精巣上体炎は、細菌が精巣上体へ混入す
ることで引き起こされ、精巣上体の腫れや陰嚢の発熱を伴う。基本的には
抗生物質で治療されるが、治療不十分の場合は慢性化することがある 
(Gordhan and Sadeghi-Nejad, 2015; Ludwig, 2008)。精巣捻転は、思春期の男
子で多く、精巣の捻れにより突然の激しい精巣痛に始まる。精巣の血流不
足による精巣壊死を防ぐため、早急に手術での治療が実施される (Gordhan 
and Sadeghi-Nejad, 2015)。スポーツや事故等における精巣の外傷については、
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損傷の程度に応じて手術が適用される (Fenton et al., 2016)。精索静脈瘤は、
精索静脈内の静脈弁の機能異常による鬱血が原因であり、精索静脈瘤切除
等の手術が適応される (Gordhan and Sadeghi-Nejad, 2015)。避妊手術として
行われる精管切除後に慢性症状となって起こる精巣痛については、精子肉
芽腫や神経絞扼が機序という説もあるが、発症機序は明確になっていない 
(Gordhan and Sadeghi-Nejad, 2015; Morley et al., 2012)。前立腺炎は細菌性と
非細菌性に分類されるが、特に多くを占める非細菌性慢性前立腺炎では、
有効な治療法が確立されていない。いくつかの精巣痛病態について、少し
詳細に記述する。 
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Table 1. Conditions of testicular pain 
Condition Cause Symptom Treatment 
Orchitis 
Infection of mumps 
virus 
Inflammatory pain, 
testicular swelling, 
pyrexia 
NSAIDs 
(no antiviral therapy) 
Epididymitis 
Infection of 
microorganism 
Inflammatory pain, 
epididymal swelling, 
pyrexia 
Antibiotics 
NSAIDs 
Testicular torsion 
Rotation of spermatic 
cord, ischemia in testis 
Acute intense pain 
Immediate surgical 
intervention 
Trauma Injury, blow Pain, swelling 
Surgery 
(in case of rupture) 
Varicocele 
Malfunction of vein 
valves, congestion 
Dull and throbbing 
pain 
Varicocelectomy 
Post-vasectomy 
(Probably) sperm 
granuloma, nerve 
entrapment 
Pain, sexual activity-
associated pain 
Spermatic cord block 
Chronic 
prostatitis/chronic 
pelvic pain syndrome 
Largely unknown 
mechanism 
Pain in testis and 
pelvic organs 
No effective 
treatment 
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精巣炎では、精巣の浮腫・硬結・血管拡張・出血性血管外漏出・間質や
精細管への白血球浸潤・発赤等が認められている  (Charny and Meranze, 
1948; Gall, 1947)。精巣上体炎は、35 歳以下の男性では Chlamydia trachomatis 
や淋菌等の細菌感染、高齢男性では尿道閉塞に起因した尿逆流等による大
腸菌への感染が原因となることが多い。精巣上体炎は外来患者の 1% 程度
であり、精巣上体の炎症像や漸増的な鈍痛が特徴として報告されている。
精巣捻転と区別するために尿培養やカラードップラー超音波検査による血
流検査での診断が行われる (Gordhan and Sadeghi-Nejad, 2015)。本病態では
頻尿や溢流といった排尿機能異常や無精子症も報告されている (Lewis et 
al., 1995; Michel et al., 2015)。医薬品の創薬研究においては、薬効確認のた
めにヒトへ投与される前の段階にて、基本的に動物を用いた薬剤の薬効評
価が行われる。精巣炎の前臨床評価モデルとして、麻酔下にて mumps ウィ
ルスと同じ paramyxovirus ファミリーに属する Sendai ウィルスや大腸菌
をそれぞれラット精巣および輸精管へ処置し、精巣の白血球等の炎症像を
評価したモデル動物が報告されている (Lu et al., 2013; Melaine et al., 2003)。
精巣上体炎の前臨床評価モデルとしては、Chlamydia trachomatis を精巣上
体へ処置することにより白血球の炎症性浸潤を示すマウスや、大腸菌の精
巣上体への処置により精子形成低下を示すラット等が報告されている 
(Kuzan et al., 1989; Lucchetta et al., 1983)。ただし精巣痛自体を評価できる前
臨床評価モデルは報告されておらず、精巣痛に対する治療薬研究は十分に
進展していない。 
前立腺炎は、NIH による前立腺炎分類にて 4 つの category に分類され 
(Table 2)、通常 3 カ月以上の疼痛・不快感を有するかで急性と慢性が区別さ
れている。
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Table 2. NIH classification of prostatitis 
Category Type 
I  Acute bacterial prostatitis 
II  Chronic bacterial prostatitis 
III  Chronic prostatitis/chronic pelvic pain syndrome 
 IIIA Inflammatory 
 IIIB Non-inflammatory 
IV  Asymptomatic inflammatory prostatitis 
(Nickel et al., 1999) 
 
Category I の細菌性急性前立腺炎は、前立腺剖検等に起因した細菌感染
が原因となっており、下腹部・直腸・会陰部の痛み、発熱、排尿障害や頻
尿といった排尿機能異常を呈する (Brede and Shoskes, 2011)。精巣上体炎・
精巣炎の併発も報告されており、また本病態から category II、III に進行す
る患者が約 10% ずつ存在することが報告されている (Yoon et al., 2012)。
本病態は基本的に抗生物質で治療される。 
Category II の細菌性慢性前立腺炎は、Enterococcus faecalis や大腸菌の感
染が原因であり、初尿 (VB1)・中間尿 (VB2)・前立腺マッサージによる前
立腺圧出液 (EPS)・前立腺マッサージ後の初尿 (VB3) を回収する Meares-
Stamey 4-glass test や、VB2、VB3 を回収する 2-glass test の細菌培養で、
category III の非細菌性慢性前立腺炎と区別される。Heras-Canas らの報告
では、精巣・会陰部の疼痛が 44%、射精時不快感が 28%、血精液症が 26%、
排尿時不快感が 23% となっている (Heras-Canas et al., 2016)。本病態は慢
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性的な QoL 低下を招くが、抗生物質、抗炎症薬にて治療されている。 
Category III の非細菌性慢性前立腺炎は、前立腺炎患者の 9 割以上を占
め (Nickel and Shoskes, 2010)、有病率は約 2-16% (生涯有病率 9-16%) と報
告されている (Luzzi, 2002; Schaeffer, 2003; Strauss and Dimitrakov, 2010)。細
菌感染がないことに加え、超音波検査により BPH を除外し、癌を除外す
る等して鑑別診断される (Sharp et al., 2010; Weidner and Anderson, 2008)。前
立腺液 EPS 中の白血球数等により、炎症型の IIIA、非炎症型の IIIB と分
類されるが、症状に大きな違いは認められていない (Krieger et al., 1996; 
Ludwig et al., 2000; Pontari and Ruggieri, 2004)。本病態では様々な尿生殖器の
疼痛・不快感を呈するが、直腸と精巣の間 (会陰部) で 68%、恥骨腰下・
膀胱部で 60%、精巣で 48%、陰茎で 31% (Schaeffer et al., 2002)、あるいは、
会陰部で 63%、精巣で 58%、恥骨部で 42%、陰茎で 32% と報告されてお
り (Wagenlehner et al., 2013)、約半数の患者において精巣の疼痛・不快感が
あることが報告されている。また本病態では排尿時・射精時の疼痛や、頻
尿・排尿障害の症状が報告されている (Krieger et al., 1996; Litwin et al., 1999)。
精巣の発熱といったような精巣の炎症を直接示すような変化は報告されて
いないが、精子の形態異常や精子数の有意な低下が報告されていることか
ら (Henkel et al., 2006)、精巣における何らかの異常が病態に寄与している
可能性も考えられる。慢性前立腺炎は NIH chronic prostatitis symptom index 
(NIH-CPSI) にて重症度判定されるが (Table 3)、本 NIH-CPSI スコアにお
いても精巣痛は明記されており、前立腺炎病態における重要な症状となっ
ている。
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Table 3. NIH chronic prostatitis symptom index 
Domain     Score 
Pain or 
Discomfort 
(max 21) 
1 
In the last week, have you experienced any pain or discomfort in the following 
areas? 
0-4 a. Area between rectum and testicles (perineum), b. Testicles, c. Tip of the 
penis (not related to urination), d. Below your waist, in your pubic or bladder 
area 
2 
In the last week, have you experienced: a. Pain or burning during urination?, b. 
Pain or discomfort during or after sexual climax (ejaculation)? 
0-2 
3 
How often have you had pain or discomfort in any of these areas over the last 
week? 0-5 
0: Never, 1: Rarely, 2: Sometimes, 3: Often, 4: Usually, 5: Always 
4 
Which number best describes your AVERAGE pain or discomfort on the days 
that you had it, over the last week?  0: No pain - 10: Pain as bad as you can 
imagine 
0-10 
Urination 
(max 10) 
5 
How often have you had a sensation of not emptying your bladder completely 
after you finished urinating, over the last week?   
0-5 
0: Not at all, 1: Less than 1 time in 5, 2: Less than half the time, 3: About half 
the time, 4: More than half the time, 5: Almost always 
6 
How often have you had to urinate again less than two hours after you finished 
urinating, over the last week?  
0-5 
0: Not at all, 1: Less than 1 time in 5, 2: Less than half the time, 3: About half 
the time, 4: More than half the time, 5: Almost always  
QoL 
impact 
(max 12) 
7 
How much have your symptoms kept you from doing the kinds of things you 
would usually do, over the last week? 0-3 
0: None, 1: Only a little, 2: Some, 3: A lot 
8 
How much did you think about your symptoms, over the last week? 
0-3 
0: None, 1: Only a little, 2: Some, 3: A lot 
9 
If you were to spend the rest of your life with your symptoms just the way 
they have been during the last week, how would you feel about that? 
0-6 
0: Delighted, 1: Pleased, 2: Mostly satisfied, 3: Mixed (about equally satisfied 
and dissatisfied), 4: Mostly dissatisfied, 5: Unhappy, 6: Terrible 
Total (max 43)  0-43 
(Litwin et al., 1999) 
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本病態は 30-50 歳代といった働き盛りの年齢で多く、鬱の原因にもなる
ことから (Aubin et al., 2008; Litwin et al., 1999; Nickel et al., 2001; Schaeffer et 
al., 2002; Wagenlehner et al., 2013)、患者の QoL 低下や社会での活躍機会の
損失を招きやすい。本病態の重篤度は BPH よりも疼痛・排尿機能異常・
QoL の程度が悪く (Litwin et al., 1999)、QoL や日常機能への影響は心筋梗
塞・狭心症・クローン病と同等 (Wenninger et al., 1996)、また精神的健康度
は重症の鬱血性心不全や重症の糖尿病の患者よりも悪いと報告されている 
(McNaughton Collins et al., 2001)。現在のところ、治療のために抗生物質、
抗炎症薬 (NSAIDs)、1 阻害薬等がオフラベルで慣習的に使われるが、有
効性は限定的である (Nickel et al., 2013; Schaeffer, 2006)。例えば NSAIDs に
ついて、COX-2 阻害薬 rofecoxib は無作為化プラセボ対照試験において、
主要評価項目の NIH-CPSI 疼痛スコアや、NIH-CPSI total スコアではプラ
セボとの有意な違いは見られていない (Nickel et al., 2003)。また非選択的 
COX 阻害薬 ibuprofen は投与後 6 週にて NIH-CPSI total スコアを 4.4 ポ
イント低下させたが、その程度は rofecoxib の試験におけるプラセボと同
等であった (Lee et al., 2006)。本病態の発症メカニズムは、カプサイシン感
受性 C-fiber 一次求心性神経等の骨盤臓器支配神経の異常興奮、neurogenic 
inflammation、骨盤底の過緊張、骨盤臓器の虚血、酸化ストレス、サイトカ
インバランスの変化、自己免疫反応、ホルモン、アンドロゲン受容体の応
答不全、ストレス等様々な説が提唱されているが (Anderson et al., 2008; 
Hetrick et al., 2003; Konkle and Clemens, 2011; Kullisaar et al., 2012; Lee et al., 
2001; Pontari and Ruggieri, 2004; Turini et al., 2006; Vaidyanathan and Mishra, 
2008)、詳細は解明されておらず、治療法の発見を困難にさせている。病態
関連因子としては、精漿中・EPS 中の NGF、IL-1、IL-6、IL-7、IL-8、IL-
10、IFN-、TNF-、tryptase 等の変化が報告されている (Alexander et al., 
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1998; Miller et al., 2002; Murphy et al., 2015; Paulis et al., 2003; Roman et al., 
2014)。また前立腺の炎症自体は患者の 3 割程度で見られるが、その程度は
軽度であり (True et al., 1999)、5,000 例以上の大規模臨床試験 REDUCE 
(Reduction by Dutasteride of Prostate Cancer Events) 試験にて得られた前立腺
剖検組織の解析により、前立腺の炎症の程度と疼痛症状の相関は否定され
ている (Nickel et al., 2007)。このように前立腺の炎症だけに焦点を当てた治
療には限界があるものと考えられ、本病態では効果的な治療薬ならびに病
態機序解明が求められている。本病態の前臨床評価モデルとしては、前立
腺抗原皮下投与による前立腺炎症と前立腺由来の腹部機械痛覚過敏を呈す
るマウスや、カプサイシン前立腺内処置による前立腺炎症と疼痛行動を呈
するラットが、報告されている  (Chuang et al., 2007; Rudick et al., 2008) 
(Figure 1)。ただし、いずれも前立腺の炎症に主眼を置いたものであり、そ
れら評価モデルから治療薬が創出されたという情報は未だない。従来の限
定された評価モデルだけでは非細菌性慢性前立腺炎病態の治療薬創出には
不十分と考えられる。 
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Figure 1. Animal models for CP/CPPS reported by other groups.  
Inflammation score in prostates (A) and referred mechanical hyperalgesia of the 
pelvic region (B) in the mice subcutaneously injected with prostate antigen (Rudick 
et al., 2008), and pain behaviors and prostate inflammation of the rats 
intraprostatically injected with capsaicin (C) (Chuang et al., 2007). 
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以上、精巣痛病態について、精巣の炎症や精子パラメーターといった精
巣傷害を評価するモデルは報告されているものの、精巣痛自体を評価でき
る前臨床評価モデルは報告されていない。前臨床精巣痛評価モデルが構築
できれば、各種精巣痛症状に対する有効性の高い治療薬の発見につながる
と考えられることから、精巣痛を評価可能な前臨床モデルの構築を目的と
して、以下の研究を実施した。
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第一章 
酢酸精巣内処置による精巣痛評価モデルの確立 
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第一節 背景 
動物はヒトのように感覚を言葉で伝えることができないため疼痛を評価
することは容易ではないが、前臨床評価法としては、疼痛を反映すると考
えられる自発行動や機械刺激・熱刺激を与えた時の逃避行動等が主に指標
として用いられ、基本的に覚醒下での応答が検討される (Niemegeers et al., 
1975; Theodosiou et al., 1999; Wheeler-Aceto et al., 1990)。精巣痛を評価でき
る前臨床モデルを構築するにあたり、安定して精巣の疼痛を惹起できる方
法として、精巣内に刺激物質を処置する方法を選択した。精巣は陰嚢の袋
の中の白膜に囲まれた臓器であるため、本方法により刺激物質を臓器内に
容易に留めることが可能と考えた。また、精巣内処置はラットのような小
動物であれば軽拘束下にて非麻酔下かつ開腹手術なしで実施可能なことか
ら、疼痛の行動評価に適切であると考えた。 
疼痛惹起の刺激物質としては、酢酸、アセトン、カプサイシン、ホルマ
リン、カラゲニン、マスタードオイル、TNBS (Trinitrobenzene sulfonic acid)、
CFA (Complete Freund's adjuvant) 等が一般的に用いられる (Chuang et al., 
2007; Delafoy et al., 2003; Saitoh et al., 2010; Wheeler-Aceto et al., 1990; Woolf 
et al., 1994)。まず本章の精巣痛評価モデルの検討では、酢酸ライジング試
験等 (Niemegeers et al., 1975) で汎用される希釈した酢酸を疼痛惹起物質と
してラット精巣内処置し、自発的な行動変化を指標に精巣痛評価モデルの
構築を目指した。また前立腺炎や精巣上体炎等の精巣痛病態では頻尿も呈
することから、本処置における排尿機能変化についても検討した。これら
変化に対する鎮痛薬 (インドメタシン) の評価を行った。またカプサイシ
ン感受性 C-fiber 一次求心性神経は、伝導速度 2 m/sec 以下の無髄神経で
あり、TRPV1 (Transient receptor potential vanilloid 1) 発現に基づきカプサイ
シンに応答する他、熱・機械刺激等にも応答するポリモーダル受容体とし
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て機能する神経であるが、本評価モデルのメカニズム検討としてカプサイ
シン前処置によるカプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経脱感作の影
響を評価した。また組織炎症を確認するため組織重量を測定した。 
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第二節 実験項 
1) 動物 
雄性 Wistar ラット (日本チャールズリバー、神奈川) を用いた。将来的
な化合物の経口投与評価を想定し、前日夜より絶食して実験に用いた。行
動変化については酢酸ライジング試験の報告 (Niemegeers et al., 1975) にお
ける実験条件を基に、体重約 100 g のラットを用いた。排尿機能測定およ
び組織重量変化については、体重約 180-340 g のラットを用いた。なお、
以下の全ての実験は、国際医学団体協議会によって策定された「医学生物
学領域の動物実験に関する国際原則」に従い、アステラス製薬の動物実験
委員会の承認を受けて実施した。また International Association for the Study 
of Painのガイドライン (Zimmermann, 1983) に準拠した。 
 
2) 精巣内処置 
ラット拘束下、非麻酔下にて、27ゲージの注射針および 1 mL シリンジ
を用いて、0.3、1、3% の蒸留水で希釈した酢酸溶液あるいは蒸留水を、ラッ
ト左右両精巣の中心部に各精巣 1 mL/kg にて処置した。エバンスブルー色
素 (和光純薬工業、大阪) を刺激溶液と混合して精巣内処置した予備検討
にて、精巣内処置成功時には精巣外の陰嚢内注入と異なり外部からの触診
で判断可能な精巣の腫れが認められた。そのため、以降の実験では精巣の
腫れを触診で確認することで精巣内処置の成否を判断し、左右両方の精巣
が腫れた場合のみ、本実験に用いた。 
 
3) 行動変化 
自発的な行動変化の観察のため、精巣内処置したラットを処置後すぐに
金網底のある透明の円柱型コンテナー (直径 24.5 cm、高さ 30 cm) に個別
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に入れ、行動変化を観察した。予備検討の酢酸精巣内処置により、腹斜筋
収縮に加えて後肢を内側へ入れる、身体を伸ばす、下腹部を床に押し付け
る等の自発行動が惹起されたが、これらの自発行動はラット酢酸ライジン
グ試験  (Niemegeers et al., 1975) や尿管結石による疼痛モデルラット 
(Giamberardino et al., 1995) 等で認められ疼痛行動として知られるため、本
自発行動を疼痛行動として評価した。行動変化の経時変化評価では、0.3、
1、3% 酢酸あるいは蒸留水を精巣内処置後 5-20、35-50、65-80 分の各 15 分
間の疼痛行動回数を計測した (各 n=5)。インドメタシン投与およびカプサ
イシン前処置の評価では、安定した評価が可能な 1% 酢酸溶液処置後 5-
20 分における同疼痛行動回数を計測した (インドメタシン群 n=8、溶媒群 
n=9、カプサイシン前処置群 n=5、溶媒前処置群 n=5)。インドメタシンは
炎症性疼痛にて鎮痛作用を示す NSAIDs の一つであるが、ラット酢酸ライ
ジング試験における疼痛行動抑制作用の ED50 が 1.1 mg/kg 経口投与と報
告されていることから (Niemegeers et al., 1975)、インドメタシン 5 mg/kg 
(溶媒: 0.1% Na2CO3) あるいはその溶媒を酢酸精巣内処置 60 分前に経口投
与して評価した。 
 
4) 排尿機能測定 
酢酸精巣内処置した際の排尿機能変化を覚醒下連続シストメトリー (膀
胱内圧測定) にて検討した。実験前日にジエチルエーテル麻酔下にてラッ
トの膀胱カニュレーションを行った。腹部正中切開により膀胱を露出後、
返しをつけた PE-50 カテーテル (日本ベクトンディッキンソン、東京) を
膀胱頂部より膀胱内へ入れ、絹糸で固定した。膀胱カテーテルは皮下をく
ぐらせ首後部より体外へ出し、腹部は縫合により閉腹した。膀胱容量測定
に影響する尿生成を最小限にするため夜より絶水し、翌日ラットを個別に
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ボールマンケージ (KN-326、夏目製作所、東京) へ入れ、覚醒下シストメ
トリーを実施した。 
膀胱カテーテルは三方活栓を介してインフュージョンポンプ (TE-331、
テルモ、東京) と圧トランスデューサー (DX-100、日本べクトンディッキ
ンソン、東京) につなぎ、膀胱内に室温の生理食塩水を持続注入下 (注入速
度: 4 mL/h)、連続的に膀胱内圧測定を実施した。シストメトリーを 2-3 時
間実施し排尿が安定した後、1-1.5 時間のコントロールを測定し、精巣内処
置を実施した。コントロール期の最後の排尿が終了した直後にラットを
ケージより取り出し、左右精巣に酢酸溶液あるいは蒸留水を処置した。精
巣内処置後すぐにラットをボールマンケージへ戻し、シストメトリーを再
開した。各排尿間に膀胱内に蓄えた生理食塩水量 (注入速度 × 排尿間隔、
Figure 2) を平均して膀胱容量とし、精巣内処置後 30 分毎の膀胱容量をコ
ントロールの膀胱容量に対する割合として解析した。経時変化評価では、
0.3、1、3% 酢酸あるいは蒸留水を精巣内処置後 3 時間まで測定した (n=6-
8)。インドメタシン投与およびカプサイシン前処置の評価では、安定した
評価が可能な 1% 酢酸溶液処置後 2 時間までの評価を行った (インドメ
タシン群 n=8、溶媒群 n=7、カプサイシン前処置群 n=6、溶媒前処置群 
n=5)。連続シストメトリーでの変化は 30 分毎に 2 時間まで測定すること
を鑑み、インドメタシン 5 mg/kg (溶媒: 0.1% Na2CO3) あるいはその溶媒は
酢酸精巣内処置 15 分前に経口投与し、同評価でのコントロール期は経口
投与前までの時間とした。
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Figure 2. Chart image of cystometry and parameters. 
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5) 精巣・膀胱重量測定 
精巣の炎症の有無を確認するため、1% 酢酸溶液あるいは蒸留水をラッ
ト精巣内処置後、0.5、1、4 時間にてラットを放血により安楽死させ、腹部
切開し精巣を摘出した。左右両精巣の重量測定、目視および触診による観
察を行った。膀胱については 1% 酢酸あるいは蒸留水精巣内処置後 0.5 時
間の膀胱を摘出し、重量測定、目視による観察を行った (n=3-4)。 
 
6) カプサイシン前処置 
カプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経を脱感作させるため、既に
報告されている方法を基に (Cheng et al., 1995; Lee and Lundberg, 1994)、実
験 4-7 日前にラットに高用量のカプサイシンを 2 日間かけて前処置した。
初日にカプサイシン 25 mg/mL/kg (溶媒: 10% エタノール、10% Tween 80、
80% 生理食塩水) を皮下投与し、2 日目にカプサイシン 50 mg/2 mL/kg を
約 10 時間の間隔をあけて二度皮下投与した (計 125 mg/kg、三度処置)。溶
媒前処置群では、カプサイシン前処置と同様の投与法・投与回数・投与タ
イミングで処置を行った。カプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経の
脱感作は、実験直前に  eye wipe test にて確認した。すなわち低濃度 
20 g/mL に希釈したカプサイシン溶液を目に滴下し、目をこするような防
御行動のあったラットは脱感作が不十分として実験より除外した。 
 
7) 試薬 
酢酸は関東化学 (東京) より購入し蒸留水で希釈した。インドメタシン
はシグマアルドリッチジャパン (東京) より購入し、0.1% Na2CO3 を用い
て 5 mg/3 mL の濃度で溶解させた。カプサイシンはシグマアルドリッチ
ジャパン (東京) より購入し、10% エタノール、10% Tween 80、80% 生理
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食塩水に溶解させた。 
 
8) 統計解析 
データはいずれも mean ± SEM で記載した。データの統計解析には SAS 
software (バージョン 8.2、SAS Institute、東京) を用いた。行動変化に対する
インドメタシン投与・カプサイシン前処置の評価および組織重量の二群間
の違いについては Student t 検定で解析し、インドメタシン投与およびカ
プサイシン前処置の膀胱容量評価時の二群間の違いについては  2-way 
ANOVA (Analysis of variance) で解析した。0.3、1、3% 酢酸精巣内処置時の
蒸留水群との膀胱容量の違いについては、各タイムポイント毎に one-way 
ANOVA および Dunnett 多重比較検定により解析した。p<0.05 の場合に有
意差ありと判断した。 
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第三節 結果 
1) 酢酸精巣内処置による行動変化 
ラット精巣内への蒸留水および 0.3% 酢酸溶液処置では、自発的な行動
変化は惹起されなかったが、1% および 3% 酢酸溶液の処置により、腹斜
筋収縮に加えて後肢を内側へ入れる、身体を伸ばす、下腹部を床に押し付
ける等の自発的な疼痛行動が惹起された。これらの疼痛行動は、精巣内処
置後約 5 分から現れ、その後徐々に減少し 80 分以内にはほぼ消失した。
疼痛行動回数は酢酸の濃度に依存して増加した。疼痛行動回数を Figure 3 
に示す。
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Figure 3. Number of pain behaviors (mean ± SEM, n=5) at various time periods 
(15 min each) after injection of 1% or 3% acetic acid. 
 
25 
 
2) 精巣重量変化 
精巣重量測定に用いたラットの体重は各群で同等であったが (蒸留水
群： 0.5 時間 196 ± 6 g、1 時間 191 ± 3 g、4 時間 195 ± 3 g、1% 酢酸群： 
0.5 時間 195 ± 5 g、1 時間 190 ± 4 g、4 時間 190 ± 4 g)、精巣重量は 1% 酢
酸処置群の 1 時間および 4 時間において、有意に増加した (Figure 4)。ま
た予備的な観察結果として、1% 酢酸精巣内処置群では、蒸留水精巣内処
置群と比較し、処置後 0.5、1、4 時間いずれにおいても精巣の白色化と硬化
が見られた (data not shown)。
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Figure 4. Testicular weight (mean ± SEM, n=3-4) at various time points after 
injections of distilled water (DW) or 1% acetic acid (AA) into the testes. *p<0.05 
vs DW group at the same time point by Student’s t-test. 
 
27 
 
3) 酢酸誘発精巣痛行動に対する薬剤投与及び前処置の作用 
インドメタシン (5 mg/kg) および溶媒の経口投与は酢酸精巣内処置前の
ラットの行動や動きには特に影響を与えなかった。1% 酢酸精巣内処置に
より惹起される疼痛行動に対し、溶媒経口投与による影響は特に認められ
なかったが、インドメタシン経口投与 (5 mg/kg) は有意に抑制した (Figure 
5A)。 
カプサイシンおよび溶媒前処置は酢酸精巣内処置前のラットの行動や動
きには特に影響を与えなかった。1% 酢酸精巣内処置により惹起される疼
痛行動に対し、溶媒前処置による影響は特に認められなかったが、カプサ
イシン前処置によりカプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経を脱感作
したラットでは、同疼痛行動が完全に抑制された (Figure 5B)。 
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Figure 5. Number of pain behaviors (mean ± SEM) from 5 to 20 min after 1% acetic 
acid injection into the testes of indomethacin-treated or its vehicle-treated animals 
(n=8-9, A) and capsaicin-pretreated or its vehicle-pretreated animals (n=5, each, B, 
capsaicin-pretreated group had zero responses). *p<0.05, **p<0.01 vs vehicle 
group by Student’s t-test. 
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4) 酢酸精巣内処置による排尿機能変化 
コントロールの膀胱容量は蒸留水群と酢酸処置群の計 4 群で有意な違
いはなかった (蒸留水 1.3 ± 0.2 mL、0.3% 酢酸 1.5 ± 0.2 mL、1% 酢酸 1.5 
± 0.2 mL、3% 酢酸 1.5 ± 0.1 mL、p=0.77)。蒸留水精巣内処置では膀胱容量
の減少はなく、0.3% 酢酸処置は膀胱容量に特に影響は与えなかったが、1% 
および 3% 酢酸溶液を精巣内処置したラットでは、処置直後より膀胱容量
の有意な減少が認められた。1% および 3% 酢酸を精巣内処置したラット
の膀胱容量は、その後 2 時間位まで徐々に回復したが、少なくとも 3 時間
まで有意に減少していた。膀胱容量の減少は酢酸の濃度依存的であった。
(Figure 6)。すなわち疼痛行動を発現する濃度と同じ 1% 以上の酢酸により
膀胱容量の減少が認められた。なお最大排尿圧は蒸留水群および酢酸処置
群ともに明らかな変化は認められなかった (Figure 6A)。 
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Figure 6. Physiograph tracings of bladder pressure during continuous infusion 
cystometry showing an example of the decrease in bladder capacity by 1% acetic 
acid (AA) injection and no change in bladder capacity by distilled water (DW) 
injection at asterisks (A). Time course of the bladder capacity changes in animals 
injected with DW or 0.3, 1, and 3% acetic acid (n=6-8), in which vertical lines 
indicate the SEM (B). *p<0.05, ** p<0.01 vs DW group at the same time point by 
Dunnett’s multiple comparison test. 
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5) 膀胱重量変化 
膀胱重量測定に用いたラットの体重は両群で同等であり (蒸留水群 196 
± 6 g、1% 酢酸群 195 ± 5 g)、処置後 0.5 時間における膀胱重量は、蒸
留水群と 1% 酢酸処置群で特に変化はなかった (蒸留水群 65 ± 3 mg、1% 
酢酸群 68 ± 5 mg)。また予備的な観察結果として、膀胱の所見についても 
1% 酢酸精巣内処置による変化は特に見られなかった (data not shown)。 
 
6) 酢酸精巣内処置誘発膀胱容量減少に対する薬剤投与及び前処置の作用 
コントロールの膀胱容量は溶媒群とインドメタシン群で有意な違いはな
かった (溶媒群 1.3 ± 0.1 mL、インドメタシン群 1.4 ± 0.1 mL、p=0.37)。1% 
酢酸精巣内処置による膀胱容量の減少に対し、溶媒経口投与による影響は
特に認められなかったが、インドメタシン経口投与 (5 mg/kg) は有意に抑
制した (Figure 7A)。 
コントロールの膀胱容量は溶媒前処置群とカプサイシン前処置群で有意
な違いはなかった (溶媒前処置群 1.4 ± 0.3 mL、カプサイシン前処置群 1.2 
± 0.1 mL、p=0.37)。1% 酢酸精巣内処置による膀胱容量の減少に対し、溶媒
前処置による影響は特に認められなかったが、カプサイシン前処置により
カプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経を脱感作したラットでは、同
膀胱容量の減少が有意にかつほぼ完全に抑制された (Figure 7B)。 
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Figure 7. Change of bladder capacity (mean ± SEM) after testicular 1% acetic acid 
injection in indomethacin-treated or its vehicle-treated animals (n=7-8, A) and 
capsaicin-pretreated or its vehicle-pretreated animals (n=5-6, B). *p<0.05 vs 
vehicle group assessed by 2-way ANOVA.
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第四節 考察 
ラット精巣内に覚醒下にて 1% および 3% の酢酸を処置することによ
り、腹斜筋収縮に加えて後肢を内側へ入れる、身体を伸ばす、下腹部を床
に押し付けるといった自発的な疼痛行動が酢酸の濃度依存的に惹起された。
動物はヒトのように感覚を言葉で伝えられないため、一般的に疼痛を評価
することは容易でない。自発的な疼痛行動が疼痛を反映するという考え方
以外に、行動量の低下が疼痛を反映するという考え方もある (Chuang et al., 
2007; Saitoh et al., 2010)。ただし本実験で認められた自発行動と同様の行動
変化は、ラット尿管結石モデルや酢酸ライジング試験、結腸内マスタード
オイル/カプサイシン処置による内臓痛モデルマウス等で報告されている
ことから (Giamberardino et al., 1995; Laird et al., 2001)、酢酸精巣内処置で認
められた自発行動は精巣の疼痛を反映した行動であると考えられる。 
1% 酢酸精巣内処置により惹起される疼痛行動は代表的な抗炎症鎮痛薬
であるインドメタシンにより有意に抑制されたことから、本精巣痛行動は
炎症性疼痛を反映しており、シクロオキシゲナーゼ (COX) によるプロス
タグランジン合成が関与していると考えられる。また本精巣痛行動はカプ
サイシン前処置にて完全に消失したことから、これらの疼痛行動はカプサ
イシン感受性 C-fiber 一次求心性神経の活性化に依存していることが示さ
れた。なお、ラット精巣における C-fiber 一次求心性神経の存在は、以前
より報告されている (Sarioglu-Buke et al., 2001; Silverman and Kruger, 1988)。
プロスタグランジンはカプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経上の 
TRPV1 のリン酸化により TRPV1 を活性化し、Ca2+ 等のカチオン流入を
介して神経を興奮させることが報告されていることから  (Geppetti and 
Trevisani, 2004; Maggi et al., 1988)、酢酸精巣内処置は COX によるプロスタ
グランジン合成等を介して、精巣のカプサイシン感受性 C-fiber 一次求心
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性神経を活性化することにより疼痛行動を惹起したと考えられる。1% 酢
酸を処置した精巣で重量増加が認められ、白色化・硬化といった器質性変
化・組織傷害が観察されたことから、精巣の炎症反応が惹起されている可
能性が示唆された。損傷や炎症反応が起きた組織では様々な炎症性メディ
エーターが放出される。Fujimoto らの研究より、1% 酢酸精巣内処置によ
る疼痛行動はブラジキニン B2 受容体拮抗薬の FK3657 により抑制され
ること、1% 酢酸精巣内処置により精巣内ブラジキニン濃度が上昇するこ
と、またブラジキニン精巣内処置は酢酸精巣内処置時と類似した疼痛行動
を惹起し、その疼痛行動は FK3657 で抑制されることが確認されているこ
とから (Fujimoto et al., 2016)、本酢酸精巣内処置による疼痛行動にブラジキ
ニン放出も寄与しているものと考えられる。ブラジキニンによる求心性神
経活性化時に B2 受容体ならびに COX が関与しプロスタグランジンの
産生が報告されていること (Inoue et al., 2006; Maubach and Grundy, 1999)、
またプロスタグランジンは侵害受容器のブラジキニンに対する感受性を亢
進させることが報告されていることから (Maubach and Grundy, 1999)、本酢
酸精巣内処置では精巣の組織傷害と炎症に続き、COX 活性化によるプロ
スタグランジン合成の亢進、ならびにブラジキニン放出が惹起され、それ
らが相互に促進的に作用し、最終的にカプサイシン感受性 C-fiber 一次求
心性神経の活性化を介して疼痛行動を惹起したと考えられる。ブラジキニ
ンは  B2 受容体の下流の  PKC を介して  C-fiber 一次求心性神経上の 
TRPV1 を活性化することも報告されている (Geppetti and Trevisani, 2004)。
また酢酸は一種の酸であるため  C-fiber 一次求心性神経に発現する 
TRPV1 や ASIC (Acid-sensing ion channel) を直接開口させ (Geppetti and 
Trevisani, 2004; Lingueglia, 2007)、カチオンの細胞内流入により求心性神経
を興奮させることが可能と考えられる。以上のような因子がラット酢酸精
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巣内処置時の精巣痛行動に関与している可能性が考えられる。ラット酢酸
精巣内処置による精巣痛行動に関与すると考えられる因子およびその経路
について Figure 8 に示す。
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Figure 8. Assumed scheme of the rat pain behavior induced by testicular injection 
of acetic acid. 
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げっ歯類において酢酸腹腔内投与により惹起されるライジング行動は、
酢酸ライジング試験として内臓痛に対する鎮痛作用の評価においてこれま
で幅広く使用されている。酢酸精巣内処置による精巣痛評価モデルは、酢
酸を刺激物質として用いていることならびに同様な自発的疼痛行動が惹起
されるという点で、上記の酢酸ライジング試験と類似している。酢酸精巣
内処置による精巣痛行動で有効性を示したインドメタシンやカプサイシン
前処置は、酢酸腹腔内処置によるライジング行動も抑制することが報告さ
れている (Ikeda et al., 2001; Niemegeers et al., 1975)。しかし、酢酸精巣内処
置による精巣痛評価モデルと酢酸腹腔内処置によるライジング試験の重要
な違いは、腹腔内処置では内臓全体の疼痛を惹起するのに対し、酢酸精巣
内処置は予備検討の色素同時処置等で確認されたように刺激溶液が精巣に
留まって作用することである。予備検討において本評価モデルと同投与量
となる 1% 酢酸 2 mL/kg をラット腹腔内に処置しても疼痛行動は惹起さ
れなかったことからも (data not shown)、本評価モデルの疼痛行動は精巣を
起点としており、精巣痛を反映していることを支持している。腹腔内由来
の内臓痛と精巣痛評価モデルでは、組織に発現し関与する分子や疼痛惹起
メカニズム、薬効評価の際の化合物分布について必ずしも同一視できない
ため、精巣痛を評価する上で本評価モデルは有用と考えられる。 
膀胱容量測定は一般的に膀胱の感受性の指標として測定され、膀胱容量
の減少は臨床における頻尿を意味するものとして捉えられている。覚醒下
シストメトリーにおいて、1% および 3% の酢酸のラット精巣内処置は、
膀胱への直接刺激なしに膀胱容量の減少作用も示した。酢酸精巣内処置に
よる膀胱容量減少において、膀胱重量や所見に変化が見られなかったこと
は、膀胱への直接刺激ではなく、膀胱組織自体よりも膀胱支配神経の変化
が惹起された可能性を示唆すると考えられる。また酢酸精巣内処置による
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膀胱容量減少は、インドメタシン投与ならびにカプサイシン前処置で抑制
され、特にカプサイシン前処置ではほぼ完全に抑制されたことから、本排
尿機能変化において COX が寄与し、またカプサイシン感受性 C-fiber 一
次求心性神経の活性化に依存することが示された。なお、酢酸精巣内処置
前のカプサイシン前処置群の膀胱容量は溶媒前処置群と有意な違いはな
かったことから、正常時の排尿ではカプサイシン感受性 C-fiber 一次求心
性神経は関与していないことが示唆された。このことはこれまでに報告さ
れている内容と一致する (Saitoh et al., 2008)。 
酢酸精巣内処置により自発的な疼痛行動と膀胱容量減少が認められたが、
どちらの変化も 1% および 3% の酢酸で惹起され、またインドメタシン
投与およびカプサイシン前処置ともに 1% 酢酸処置による疼痛行動と膀
胱容量減少を抑制し、特にカプサイシン前処置は両変化をほぼ完全に抑制
したことから、精巣痛行動と膀胱容量減少はほぼ並行して惹起された可能
性が考えられる (Table 4)。したがって、酢酸精巣内処置により、精巣のカ
プサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経の活性化を介する疼痛シグナル
が、何らかの機序により精巣から離れた膀胱支配神経に作用し膀胱容量を
減少させた可能性が考えられる。膀胱容量減少の機序の詳細については、
総括の項にて考察し記述する。 
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Table 4. Summary of the changes after acetic acid was injected into testes of rats. 
Changes 
Effect of agent or pretreatment 
Indomethacin 
Capsaicin pretreatment 
(C-fiber afferent neuron 
desensitization) 
Testicular pain behavior Inhibit Abolish 
Decrease in bladder capacity Inhibit Abolish 
Increase in testes weight N.T. N.T. 
N.T.: not tested   
 
酢酸精巣内処置ラットで認められた精巣痛行動は、急性であり精巣の重
量増加や硬化といった炎症性変化が示唆されたことから、これらの特徴を
有する精巣痛病態に対する治療薬候補の評価に用いることが可能と考えら
れる。急性精巣炎、急性精巣上体炎、外傷等では精巣の炎症が報告されて
おり、精巣炎、精巣上体炎ではそれぞれの臓器にて白血球浸潤や硬結が認
められる。精巣炎・精巣上体炎における NSAIDs のプラセボ対照臨床試験
は知る限り報告されていないが、両病態において NSAIDs の有効性を主張
する報告があり (Lapides et al., 1967)、急性精巣炎では対症療法として用い
られている。また精巣上体炎にて鈍痛が報告され、カプサイシン感受性 C-
fiber 一次求心性神経の寄与が示唆されているように、炎症を伴う病態では
概して同求心性神経の関与が知られている。したがって、本評価モデルは
急性精巣炎、急性精巣上体炎等の精巣痛病態に対する評価に有用な可能性
が考えられる。 
以上、ラット酢酸精巣内処置により、精巣痛ならびに頻尿を呈する前臨
床評価モデルを構築した。精巣内処置自体が非麻酔下で簡便に実施できる
40 
 
点は、効率的な薬効評価に適していると考えられる。本評価モデルは、炎
症を伴う急性精巣炎等の精巣痛に対する治療薬候補の評価に有用な可能性
が考えられた。 
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第二章 
Nerve growth factor 精巣内処置による精巣痛評価モデル
の確立 
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第一節 背景 
前章では、ラット酢酸精巣内処置による精巣痛評価モデルを構築した。
同評価モデルは、NSAIDs が有効であり、精巣の炎症を伴う急性の精巣痛
を呈した。同評価モデルは NSAIDs に感受性の低い非細菌性慢性前立腺炎
のような精巣痛病態には類似していない可能性が考えられる。本章では非
細菌性慢性前立腺炎の病態を反映できる評価モデルの探索を目的とした。 
NGF は  26 kDa の二量体として機能する分泌タンパクであり 
(Fahnestock, 1991; Wiesmann et al., 1999)、求心性神経や交感神経の発達・維
持に必須の神経ペプチドである。NGF のノックアウトマウスでは、求心性
神経の神経節や交感神経節の縮小ならびに機械・熱による痛覚感受性の低
下が報告されている (Crowley et al., 1994)。また NGF は TrkA 受容体を介
し C-fiber を含む末梢一次求心性神経を活性化し、疼痛に関与することが
知られている (Dmitrieva and McMahon, 1996)。ヒトへの皮下投与は投与部
位における 2-4 週程度の疼痛を惹起し、筋肉内投与は投与部位における 
1 週間以上の疼痛および機械痛覚過敏を惹起することが報告されている 
(Petty et al., 1994; Svensson et al., 2003)。またラットにおいても、NGF の全
身投与および足裏皮下投与は機械・熱痛覚過敏を惹起することが報告され
ており (Amann et al., 1996; Lewin et al., 1993,)、このように NGF はヒトと
動物で疼痛や痛覚過敏に関与している。NGF は炎症や神経傷害等様々な状
況で産生が亢進される (Herzberg et al., 1997; Woolf et al., 1994)。非細菌性慢
性前立腺炎患者の前立腺液 EPS 中において NGF レベルは上昇しており 
(Done et al., 2012)、NGF の増加と疼痛の重症度が相関することが報告され
ている (Watanabe et al., 2011)。また非細菌性慢性前立腺炎患者の精漿の 
NGF が疼痛重症度と相関することも報告されている (Miller et al., 2002)。
このように生殖器系・精液系の NGF 濃度の増加が本病態の疼痛に寄与す
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ることが示唆されている。また NGF はカプサイシン感受性 C-fiber 一次
求心性神経の興奮以外にも、非細菌性慢性前立腺炎の病態仮説である 
neurogenic inflammation、アンドロゲン応答、サイトカインバランス、活性
酸素、ストレス等とも関連性が報告されている (Eskander et al., 2015; Merrill 
et al., 2013; Pontari and Ruggieri, 2004)。以上から NGF に着目し、前章と同
様の手法で NGF をラット精巣内に処置し、覚醒下にて惹起される自発行
動変化を指標に精巣痛評価モデルの構築を目指した。NGF 精巣内処置によ
り惹起される行動変化に対する鎮痛薬 (インドメタシン、モルヒネ) の評
価を行った。また NGF 誘発の痛覚過敏には末梢求心性神経に加えて肥満
細胞脱顆粒による肥満細胞内容物放出も寄与することが報告されているこ
とから (Amann et al., 1996)、メカニズム検討として同行動変化に対するカ
プサイシン前処置によるカプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経脱感
作の影響、ならびに肥満細胞脱顆粒剤 compound 48/80 前処置による肥満
細胞枯渇の影響を評価した。加えて前章の酢酸精巣内処置と同様、NGF 精
巣内処置による排尿機能変化、ならびに同排尿機能変化に対するカプサイ
シン感受性 C-fiber 一次求心性神経脱感作の影響についても検討した。 
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第二節 実験項 
1) 動物 
雄性 Wistar ラット (日本チャールズリバー、神奈川) を前日夜より絶食
して実験に用いた。行動変化については体重約 100 g のラットを用いた。
排尿機能測定については、体重約 240-360 g のラットを用いた。なお、以
下の全ての実験は、国際医学団体協議会によって策定された「医学生物学
領域の動物実験に関する国際原則」に従い、アステラス製薬の動物実験委
員会の承認を受けて実施した。また International Association for the Study of 
Pain のガイドライン (Zimmermann, 1983) に準拠した。 
 
2) 精巣内処置 
ラット拘束下、非麻酔下にて、27ゲージの注射針および 1 mL シリンジ
を用いて、10、30、100 g/mL の生理食塩水で希釈した NGF 溶液あるい
は生理食塩水を、ラット左右両精巣の中心部に各精巣 1 mL/kg にて処置し
た。精巣内処置の成否は精巣の腫れを触診で確認することで判断し、左右
両方の精巣が腫れた場合のみ、本実験に用いた。 
 
3) 行動変化 
自発的な行動変化の観察のため、精巣内処置したラットを処置後すぐに
金網底のある透明の円柱型コンテナー (直径 24.5 cm、高さ 30 cm) に個別
に入れ、行動変化を観察した。予備検討の NGF 精巣内処置により、後肢
で身体を掻く、下腹部を舐める、後肢を噛む等の自発行動が惹起された。
これらのうち、後肢で身体を掻く行動が最も安定して観察されたため、本
行動時間をストップウォッチで計測し評価した。行動変化の経時変化評価
では、100 g/mL NGF 溶液を精巣内処置後 10-30、60-80、120-140 分の各 
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20 分間の行動時間を計測した (各 n=5)。処置後 10-30 分で行動時間が最も
長く観察されたことから、NGF の濃度依存性および薬剤評価では、NGF 精
巣内処置後 10-30 分の行動時間で評価し、薬剤評価の際の NGF 濃度は 
100 g/mL とした。インドメタシンの評価は、前章の実験同様 5 mg/kg (溶
媒: 0.1% Na2CO3) あるいはその溶媒を NGF 精巣内処置 60 分前に経口投
与して評価した (インドメタシン群 n=8、溶媒群 n=8)。オピオイド系鎮痛
薬のモルヒネはラット tail-flick 試験の鎮痛作用 ED50 が約 1.5 mg/kg 皮
下投与であり、ラット tail-immersion 試験の鎮痛作用 ED50 が 2.4 mg/kg 
皮下投与と報告されていることから  (Hamura et al., 2000; Lattanzi et al., 
2001)、モルヒネ 5 mg/kg (溶媒: 生理食塩水) あるいはその溶媒を NGF 精
巣内処置 30 分前に皮下投与して評価した (モルヒネ群 n=5、溶媒群 n=4)。
なお薬剤前処置の評価でも、NGF 100 g/mL 精巣内処置後 10-30 分の行動
時間で評価した  (カプサイシン前処置群  n=8、溶媒前処置群  n=7、
compound 48/80 前処置群 n=8、溶媒前処置群 n=8)。 
 
4) 排尿機能測定 
NGF 精巣内処置した際の排尿機能変化を覚醒下連続シストメトリーに
て検討した。実験前日にジエチルエーテル麻酔下にてラットの膀胱カニュ
レーションを行った。腹部正中切開により膀胱を露出後、返しをつけた PE-
50 カテーテル (日本ベクトンディッキンソン、東京) を膀胱頂部より膀胱
内へ入れ、絹糸で固定した。膀胱カテーテルは皮下をくぐらせ首後部より
体外へ出し、腹部は縫合により閉腹した。夜より絶水し、翌日ラットを個
別にボールマンケージ (KN-326、夏目製作所、東京) へ入れ、覚醒下シス
トメトリーを実施した。 
膀胱カテーテルは三方活栓を介してインフュージョンポンプ (TE-331、
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テルモ、東京) と圧トランスデューサー (DX-100、日本べクトンディッキ
ンソン、東京) につなぎ、膀胱内に室温の生理食塩水を持続注入下 (注入速
度: 4 mL/h)、連続的に膀胱内圧測定を実施した。排尿が安定するまでシス
トメトリーを実施した後、精巣内処置を実施し、精巣内処置前 1-1.5 時間
の値をコントロールとして測定した。コントロール期の最後の排尿が終了
した直後にラットをケージより取り出し、左右精巣に NGF 溶液あるいは
生理食塩水を処置した。精巣内処置後すぐにラットをボールマンケージへ
戻し、シストメトリーを再開した。精巣内処置後 30 分毎に、各排尿間に膀
胱内に蓄えた生理食塩水量の平均値である膀胱容量を算出し、コントロー
ルの膀胱容量に対する割合として解析した。経時変化評価では、10、30、
100 g/mL NGF あるいは生理食塩水を精巣内処置後 3 時間まで測定した 
(n=5-6)。また 100 g/mL NGF 精巣内処置後 0.5-1 時間の膀胱容量の変化が
顕著であったことから、NGF 精巣内処置による排尿機能変化に対するカプ
サイシン前処置の評価では、100 g/mL NGF 精巣内処置後 0.5-1 時間の膀
胱容量の割合にて評価を実施した (カプサイシン前処置群 n=10、溶媒前処
置群 n=7)。 
 
5) カプサイシンおよび肥満細胞脱顆粒剤 compound 48/80 の前処置 
カプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経の脱感作の影響を評価する
ため、前章と同様の方法を用い、実験 4-7 日前にラットに高用量のカプサ
イシンあるいは溶媒を 2 日間かけて皮下投与により前処置した。カプサイ
シン 25 mg/mL/kg (溶媒: 10% エタノール、10% Tween 80、80% 生理食塩
水) を初日に処置し、2 日目に 50 mg/2 mL/kg を約 10 時間の間隔をあけて
二度処置した (計 125 mg/kg、三度処置)。溶媒前処置群では、カプサイシ
ン前処置と同様の投与法・投与回数・投与タイミングで処置を行った。カ
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プサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経の脱感作は、実験直前に eye wipe 
test にて確認した。すなわち低濃度 20 g/mL に希釈したカプサイシン溶
液を目に滴下し、目をこするような防御行動のあったラットは脱感作が不
十分として実験より除外した。 
肥満細胞の寄与を評価するため、ラットに市販の肥満細胞脱顆粒剤であ
る compound 48/80 あるいは溶媒を実験前に 5 日間かけて腹腔内投与によ
り前処置し、肥満細胞枯渇の影響を評価した。前処置のプロトコルは既に
報告されている方法を基に (Lewin et al., 1994)、初日から 4 日目までは 
1 mg/kg の compound 48/80 (溶媒: 生理食塩水) を 1 日 2 回処置し、5 日目
の朝に同用量の処置を 1 回行った後、午後に実験に用いた。溶媒前処置群
では、compound 48/80 前処置と同様の投与法・投与回数・投与タイミング
で処置を行った。なお予備検討にて、本プロトコルにより、compound 48/80 
あるいは NGF のラット背部皮膚への皮内投与で誘発される血漿外漏出反
応が消失し、肥満細胞が枯渇していることを確認した。 
 
6) 試薬 
NGF (mouse NGF 2.5 S) は Alomone Labs (Jerusalem, Israel) より購入し生
理食塩水に溶解させた。インドメタシン、compound 48/80、カプサイシンは
シグマアルドリッチジャパン (東京) より購入した。インドメタシンは 
0.1% Na2CO3 を用いて 5 mg/3 mL の濃度で溶解させた。Compound 48/80 
は生理食塩水を用いて 1 mg/mL の濃度で溶解させた。カプサイシンは 
10% エタノール、10% Tween 80、80% 生理食塩水に溶解させた。モルヒネ
は武田薬品工業 (大阪) より購入し、生理食塩水を用いて 5 mg/3 mL の濃
度で溶解させた。 
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7) 統計解析 
データはいずれも mean ± SEM で記載した。データの統計解析には SAS 
software (バージョン 8.2、SAS Institute、東京) を用いた。行動変化に対する
薬剤投与・前処置の評価、ならびに膀胱容量変化に対するカプサイシン前
処置評価の二群間の違いについては Student t 検定で解析した。10、30、
100 g/mL NGF 精巣内処置時の生理食塩水群との膀胱容量の違いについ
ては、各タイムポイント毎に one-way ANOVA および Dunnett 多重比較検
定により解析した。p<0.05 の場合に有意差ありと判断した。 
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第三節 結果 
1) NGF 精巣内処置による行動変化 
ラット精巣内への生理食塩水および 10 g/mL NGF 溶液処置では明確
な自発的な行動変化は惹起されなかったが、30 および 100 g/mL NGF 溶
液の処置により、後肢で身体を掻く自発行動が濃度依存的に惹起された。
100 g/mL NGF 溶液の精巣内処置において、本自発行動は処置後約 10 分
から現れ、その後徐々に減少し 140 分以内にはほぼ消失した。NGF 精巣内
処置による後肢で身体を掻く自発行動時間を Figure 9 に示す。なお予備検
討において、100 g/mL NGF のラット左右大腿部筋肉あるいは左右前肢筋
肉への注入 (各 1 mL/kg) は、特に自発行動を惹起しなかった (data not 
shown)。また予備的な観察結果として、NGF 精巣内処置では酢酸精巣内処
置時のような精巣の白色化・硬化は見られなかった (data not shown)。 
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Figure 9. Duration spent scratching behaviors (mean ± SEM). Concentration-
dependence during 10-30 min after NGF injection (n=5-8, A) and time-course 
following the injection of 100 g/mL NGF (n=5, B). 
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2) NGF 誘発行動変化に対する鎮痛薬の作用 
インドメタシン (5 mg/kg) およびその溶媒の経口投与、ならびにモルヒ
ネ (5 mg/kg) およびその溶媒の皮下投与は、NGF 精巣内処置前のラットの
行動や動きには特に影響を与えなかった。100 g/mL NGF 精巣内処置によ
り惹起される後肢で身体を掻く自発行動に対し、溶媒およびインドメタシ
ン (5 mg/kg) 経口投与は特に影響を与えなかった。一方、100 g/mL NGF 
精巣内処置により惹起される後肢で身体を掻く自発行動に対し、溶媒皮下
投与による影響は特に認められなかったが、モルヒネ皮下投与 (5 mg/kg) 
は特に鎮静を起こさずに同自発行動を有意に抑制した。結果を Figure 10 
に示す。 
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Figure 10. Duration spent scratching behaviors (mean ± SEM) during 10-30 min 
after the intratesticular injection of 100 g/mL NGF in indomethacin-treated or its 
vehicle-treated animals (n=8, each, A) and morphine-treated or its vehicle-treated 
animals (n=4-5, B). **p<0.01 vs vehicle group by Student’s t-test. 
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3) NGF 誘発行動変化に対する薬剤前処置の作用 
カプサイシンおよびその溶媒前処置、ならびに肥満細胞脱顆粒剤 
compound 48/80 およびその溶媒前処置は、NGF 精巣内処置前のラットの
行動や動きには特に影響を与えなかった。予備検討にて、compound 48/80 
の前処置により、compound 48/80 あるいは NGF のラット背部皮膚皮内投
与で誘発される血漿外漏出反応が消失し肥満細胞が枯渇していることが確
認されたが、100 g/mL NGF 精巣内処置により惹起される後肢で身体を掻
く自発行動に対しては、溶媒および compound 48/80 の前処置は特に影響
を与えなかった (Figure 11A)。一方、100 g/mL NGF 精巣内処置により惹
起される後肢で身体を掻く自発行動に対し、溶媒前処置による影響は特に
認められなかったが、カプサイシン前処置は同自発行動を部分的ではある
が有意に抑制した (Figure 11B)。
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Figure 11. Duration spent scratching behaviors (mean ± SEM) during 10-30 min 
after the intratesticular injection of 100 g/mL NGF in compound 48/80-pretreated 
or its vehicle-pretreated animals (n=8, each, A) and capsaicin-pretreated or its 
vehicle-pretreated animals (n=7-8, B). **p<0.01 vs vehicle group by Student’s t-
test. 
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4) NGF 精巣内処置による排尿機能変化 
コントロールの膀胱容量は生理食塩水群と NGF 処置群の計 4 群で有
意な違いはなかった (生理食塩水 1.4 ± 0.2 mL、10 g/mL NGF 1.4 ± 0.3 mL、
30 g/mL NGF 1.6 ± 0.3 mL、100 g/mL NGF 1.5 ± 0.2 mL、p=0.89)。生理食
塩水精巣内処置では膀胱容量の減少はなかったが、NGF 溶液 (10、30、
100 g/mL) の精巣内処置により、膀胱容量の有意な減少が認められた。膀
胱容量は NGF 精巣内処置後約 0.5-2 時間にて最小となり、その後わずか
に回復したが、少なくとも 3 時間まで有意に減少していた。膀胱容量の減
少は NGF の濃度依存的であった (Figure 12)。すなわち自発行動を発現す
る濃度とほぼ同じ 10 g/mL 以上の NGF により膀胱容量の減少が認めら
れた。なお最大排尿圧は生理食塩水群および NGF 処置群ともに明らかな
変化は認められなかった (Figure 12A)。また精巣内処置後 1 時間のラット
の膀胱重量は 100 g/mL NGF 群および生理食塩水群で特に変化はなく 
(生理食塩水群 66 ± 5 mg、100 g/mL NGF 群 71 ± 5 mg、各 n=3)、また予
備的な観察結果として、膀胱の所見についても 100 g/mL NGF 精巣内処
置による変化は特に見られなかった (data not shown)。
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Figure 12. Physiograph tracings of bladder pressure during continuous infusion 
cystometry showing an example of the decrease in bladder capacity by 100 g/mL 
NGF injection and no change in bladder capacity by saline injection at asterisks (A). 
Time course of the bladder capacity changes in animals injected with saline or NGF 
(10, 30, 100 g/mL) (n=5-6), in which vertical lines indicate the SEM (B). *p<0.05, 
** p<0.01 vs saline group at the same time point by Dunnett’s multiple comparison 
test. 
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5) NGF 精巣内処置誘発膀胱容量減少に対するカプサイシン前処置の作用 
コントロールの膀胱容量は溶媒前処置群とカプサイシン前処置群で有意
な違いはなかった (溶媒前処置群 1.4 ± 0.1 mL、カプサイシン前処置群 1.2 
± 0.1 mL、p=0.13)。100 g/mL NGF 精巣内処置による膀胱容量の減少に対
し、溶媒前処置による影響は特に認められなかったが、カプサイシン前処
置によりカプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経を脱感作したラット
では、同膀胱容量の減少が部分的ではあるが有意に抑制された。結果を 
Figure 13 に示す。
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Figure 13. Change of bladder capacity (mean ± SEM) during 0.5-1 h after injection 
of 100 g/mL NGF into the testes of rats pretreated with capsaicin or its vehicle 
(n=7-10). *p<0.05 vs vehicle group by Student’s t-test. 
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第四節 考察 
ラット精巣内に覚醒下にて 30 および 100 g/mL の NGF を処置する
ことにより、後肢で身体を掻く自発行動が NGF の濃度依存的に惹起され
た。外因性の NGF 処置により後肢で身体を掻く自発行動が惹起されるこ
とは、知る限りこれまでに報告されておらず、NGF 処置により同自発行動
が誘発されることは新しい知見である。処置した刺激溶液は精巣の触診に
より精巣に留まっていることを確認しており、また予備検討にて 
100 g/mL の NGF 溶液をラット大腿部筋肉や前肢筋肉へ処置しても後肢
で身体を掻く自発行動は惹起されなかったことから、本自発行動は精巣へ
の刺激に起因したものであると考えられる。 
齧歯類では痒みを誘発する物質および発痛物質ともに後肢で掻く行動を
惹起することが報告されている。疼痛や痛覚過敏を惹起することが知られ
ているカプサイシンやホルマリン、ならびに痒みを惹起することが知られ
ているセロトニンは、ラットにおいて処置部位を後肢で掻く行動を惹起す
ることが報告されている (Jinks and Carstens, 2002; Kubota, 2000; Rausl et al., 
2013)。また各種疼痛モデルラットにおいて後肢で掻く行動が報告されてい
る (D'Almeida et al., 1999; De Castro-Costa et al., 1987)。すなわちラットにお
いて身体を掻く行動は痒みあるいは疼痛を反映すると考えられる。以前よ
り疼痛と痒みの感覚は相互に深く関連していることが知られている。疼痛
により痒みが抑制され、また疼痛の減弱で痒みが現れること (Ikoma et al., 
2006)、ならびに疼痛と痒みに関わる神経経路やメディエーター・受容体に
は重複が見られること (Davidson and Giesler, 2010; Ikoma et al., 2006; Jinks 
and Carstens, 2002) が報告されている。両感覚については、別々の知覚神経
を介するという specificity theory、ならびに侵害受容器の弱い活性化が痒み
を誘発し強い活性化が痛みを誘発するといったように、同一の知覚神経を
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介するが発火頻度等で区別されるという intensity theory が考えられてい
る (Ikoma et al., 2006; Jinks and Carstens, 2002)。このように疼痛と痒みのメ
カニズムは長く研究されているが、特に動物において疼痛と痒みの感覚を
区別するのは容易ではない。De Castro-Costa らは、ラット尾底部へのア
ジュバント処置により誘発した関節炎モデルにて後肢で身体を掻く行動が
惹起され、同自発行動時間はヒスタミン H1 アンタゴニストでは抑制され
ず鎮痛薬で抑制されたことから、同自発行動を疼痛行動として考察してい
る (De Castro-Costa et al., 1987)。また Kubota は、ラットにおいてカプサイ
シン皮下投与により惹起される処置部位を掻く行動が、モルヒネ等のオピ
オイド系鎮痛薬で抑制されたことから、オピオイド類の鎮痛作用の評価系
になると結論づけている (Kubota, 2000)。モルヒネは末梢の A-fiber, C-
fiber 一次求心性神経の活性化抑制や脳幹から脊髄内への下行性抑制系の
賦活等により強力な鎮痛作用を示すこと (Jensen and Yaksh, 1986; Kimura et 
al., 2004; Yeomans et al., 1996) に加え、臨床において痒みを誘発すること 
(Liu et al., 2011; Maxwell et al., 2005) が報告されている。すなわちモルヒネ
等の鎮痛薬の薬効を基に、疼痛か痒みかを判断できると考えられる。また 
NGF は疼痛における関与に加えて痒みに関連する報告もあり、例えばアト
ピー性皮膚炎の患者の血漿およびアトピー性皮膚炎モデルマウスの皮膚・
血漿において NGF は上昇していることが報告されている (Takano et al., 
2005; Toyoda et al., 2002)。本研究における NGF 100 g/mL ラット精巣内処
置により惹起された自発行動において、インドメタシンは影響を与えな
かったことから、COX 系が寄与しないインドメタシン非感受性の行動で
あることが示唆された。一方、本自発行動はモルヒネにより特に鎮静なし
に抑制されたことから、本自発行動は痒みではなく疼痛を反映した行動、
すなわち精巣痛を反映した行動であることが示唆された。 
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NGF 精巣内処置において、酢酸精巣内処置時のような疼痛行動や精巣の
白色化・硬化は特に見られなかった。また逆に酢酸精巣内処置時には後肢
で身体を掻く行動は認められなかった。これらのことは酢酸精巣内処置と 
NGF 精巣内処置の疼痛行動では異なる分子標的・メカニズムを介すること
を示唆する。事実、酢酸精巣内処置による疼痛行動で有効性を示したイン
ドメタシンは、NGF 100 g/mL により誘発される精巣痛行動を抑制しな
かった。Compound 48/80 前処置は NGF 精巣内処置により惹起された疼痛
行動に影響を与えなかったことから、NGF の作用点の一つとして考えられ
る肥満細胞の活性化 (Amann et al., 1996; Shu and Mendell, 1999) は、本疼痛
行動に寄与しないことが示された。一方、本疼痛行動はカプサイシン前処
置により部分的ではあるが有意に抑制されたことから、精巣のカプサイシ
ン感受性 C-fiber 一次求心性神経の活性化が本行動に寄与していると考え
られた。本結果は、ラット精巣において C-fiber 一次求心性神経が報告さ
れていること (Sarioglu-Buke et al., 2001; Silverman and Kruger, 1988)、なら
びに NGF が TrkA 受容体に結合後 C-fiber 一次求心性神経上の TRPV1 
が急性にリン酸化され活性化するという報告 (Dmitrieva and McMahon, 
1996; Zhang et al., 2005) と一致している。また前述の Kubota の報告にて、
カプサイシンのラット皮下投与により惹起される処置部位を掻く行動に対
し、インドメタシンは無効でモルヒネが有効と報告されており (Kubota, 
2000)、今回の NGF 精巣内処置時の鎮痛薬の有効性と類似していることは、
本 NGF 精巣内処置によりカプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経が
活性化されていることを支持するものと考えられる。またラット足裏への 
NGF 処置により誘発される熱痛覚過敏は、インドメタシンが無効であり、
compound 48/80 により一部抑制され、カプサイシン前処置により抑制され
ることが報告されている (Amann et al., 1996)。本 NGF 精巣内処置時の薬
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剤の有効性と概ね類似していることは、NGF 精巣内処置による自発行動が
疼痛行動であることを支持するものと考えられる。本 NGF 精巣内処置で
は 30、100 g/mL と高濃度の NGF を疼痛惹起に要したが、上述のラット
足裏への NGF 処置による痛覚過敏は 4 g/50 L (=80 g/mL) で惹起され、
0.5 g/50 L (=10 g/mL) では惹起されないこと (Amann et al., 1996)、また 
NGF のラット膀胱内処置では膀胱壁への透過性を亢進させた上で 
10 g/mL 処置により膀胱求心性神経を活性化することから (Dmitrieva and 
McMahon, 1996)、ラットにて外因性の NGF の処置により疼痛を惹起する
には妥当な濃度範囲であるものと考えられる。 
本 NGF 精巣内処置による精巣痛行動は、カプサイシン前処置により完
全ではなく部分的に抑制されたが、このことは酢酸精巣内処置時のメカニ
ズムと異なることを示すだけでなく、カプサイシン感受性 C-fiber 一次求
心性神経に加えて他の成分が本疼痛行動に寄与することを示唆している。
NGF はその高親和性受容体 TrkA を介して末梢求心性神経活性化や疼痛
を惹起することが知られている (Svensson et al., 2003)。TrkA はラット求心
性神経にて TRPV1 と共局在し、また A-fiber 一次求心性神経上での発現
も示されている (Kobayashi et al., 2005)。また TrkA はラット精巣での発現
が報告されている (Levanti et al., 2006)。NGF は C-fiber に加えて A-fiber 
一次求心性神経を活性化し (Dmitrieva and McMahon, 1996)、A-fiber 一次
求心性神経は疼痛への関与が報告されていることから (Kimura et al., 2004)、
ラット精巣内への NGF 処置は、精巣のカプサイシン感受性 C-fiber 一次
求心性神経に加えておそらくは A-fiber 一次求心性神経を活性化して疼
痛行動を惹起した可能性が考えられる。ラット NGF 精巣内処置時の精巣
痛行動に関与すると考えられる因子およびその経路について Figure 14 に
示す。
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Figure 14. Assumed scheme of the rat pain behavior induced by testicular injection 
of NGF. 
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覚醒下シストメトリーにおいて、10-100 g/mL の NGF 精巣内処置は、
膀胱への直接刺激なしに濃度依存的に膀胱容量を減少させた。NGF 精巣内
処置による膀胱容量減少において、膀胱重量や所見に変化がなかったこと
は、膀胱への直接刺激ではなく、膀胱支配神経の変化が惹起された可能性
を示唆すると考えられる。NGF 精巣内処置による膀胱容量減少はカプサイ
シン前処置で抑制されたことから、本排尿機能変化におけるカプサイシン
感受性 C-fiber 一次求心性神経の寄与が示された。なお、前章と同様、NGF 
精巣内処置前のカプサイシン前処置群の膀胱容量は溶媒前処置群と有意な
違いがなかったことは、正常時の排尿ではカプサイシン感受性 C-fiber 一
次求心性神経は関与していないことを示唆するものと考えられる。NGF 精
巣内処置により、自発的な疼痛行動を惹起するのとほぼ同等の濃度にて膀
胱容量減少が認められ、またカプサイシン前処置は NGF 精巣内処置によ
る疼痛行動と膀胱容量減少の両変化を部分的に抑制したことから、精巣痛
行動と膀胱容量減少はほぼ並行して惹起された可能性が考えられる (Table 
5)。すなわち NGF 精巣内処置により、精巣のカプサイシン感受性 C-fiber 
一次求心性神経等を介する疼痛シグナルが、何らかの機序により精巣から
離れた膀胱支配神経に作用し膀胱容量を減少させた可能性が考えられる。
膀胱容量減少の機序の詳細については、総括の項にて考察し記述する。
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Table 5. Summary of the changes after NGF was injected into testes of rats. 
Changes 
Testicular pain 
behavior 
Decrease in 
bladder capacity 
Effect of agent 
or pretreatment 
Indomethacin No effect N.T. 
Morphine Inhibit N.T. 
Compound 48/80 
pretreatment 
(mast cell depletion) 
No effect N.T. 
Capsaicin pretreatment 
(C-fiber afferent neuron 
desensitization) 
Inhibit Inhibit 
N.T.: not tested   
 
NGF 精巣内処置ラットで認められた精巣痛行動は急性の変化であり、
NSAIDs 非感受性の精巣痛であった。本評価モデルは、NGF が関与し、上
記のような特徴を持つ精巣痛病態の治療薬候補の評価に用いることが可能
と考えられる。本章で目標とした非細菌性慢性前立腺炎の病態とは急性の
反応という点で異なっていたが、NSAIDs 非感受性である点は、前章の酢
酸精巣内処置の精巣痛評価モデルよりも同病態に類似している可能性が考
えられた。非細菌性慢性前立腺炎患者では EPS 中の tryptase の増加が報
告されており (Done et al., 2012)、肥満細胞の脱顆粒の関与が示唆されてい
るが、肥満細胞からのヒスタミン放出の抑制作用が報告されているペント
サン多硫酸は (Chiang et al., 2000)、無作為化プラセボ対照試験の投与 16 週
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において total スコア、疼痛スコアともにプラセボとの有意な違いを示し
ていない (Nickel et al., 2005)。肥満細胞脱顆粒剤前処置が有効性を示さない
点においても、本評価モデルは同患者の病態に類似している可能性が考え
られる。また C-fiber 求心性神経の活性化を介することからも、本評価モ
デルが非細菌性慢性前立腺炎の精巣痛病態の一部を反映している可能性が
考えられた。NGF は細菌感染や組織損傷に伴う炎症反応時にも発現が増加
することが報告されている。例えば、大腸菌が感染したブタの子宮や CFA 
を処置したラットの足裏にて、炎症反応が惹起され、NGF 産生が増加する
ことが報告されており (Jana and Andronowska, 2012; Woolf et al., 1994)、こ
れら病態において NGF が疼痛に寄与している可能性が考えられる。した
がって、本評価モデルで有効性が確認される薬剤は、細菌感染や炎症を伴
う、例えば精巣炎・精巣上体炎・細菌性前立腺炎のような精巣痛病態にも
有効性を示す可能性が考えられる。また神経傷害による神経因性疼痛では、
NGF レベルの増加がモデル動物で報告されており  (Cheng et al., 2014; 
Herzberg et al., 1997)、NSAIDs が有効性を示しづらいことが報告されてい
る (Kusunose et al., 2010)。精管切除後の精巣痛において神経絞扼による神
経傷害が原因の一つである可能性を考慮すると、同精巣痛病態についても、
治療薬候補の評価に有用な可能性が考えられる。慢性の精巣痛病態に対す
る評価では、本評価モデルは持続時間が短いため、薬剤投与は精巣内処置
前にほぼ限定されてしまう点が課題であり、フェノタイプの慢性化が必要
になると考えられる。持続時間を延長させうる方法としては、自発行動で
はなく熱・機械痛覚過敏で評価する、または慢性病態形成が可能な刺激物
質に変更する等の可能性が考えられる。CFA、TNBS、monoiodoacetate は慢
性病態作成に用いられるため、これらを刺激物質として使用することは有
用かもしれない (Delafoy et al., 2003; Orita et al., 2011; Pezet et al., 2001; Woolf 
67 
 
et al., 1994; Xu et al., 2016)。 
以上、ラット NGF 精巣内処置により、精巣痛ならびに頻尿を呈する前
臨床評価モデルを構築した。前章同様、精巣内処置自体が非麻酔下で簡便
に実施できる点は、効率的な薬効評価に適していると考えられる。本評価
モデルは NGF が関与する精巣痛病態に対する治療薬候補の評価に有用と
考えられ、非細菌性慢性前立腺炎に対する評価や、細菌性・炎症性の精巣
痛に対する薬効評価系の一つとして、また神経傷害性の精巣痛病態に対す
る評価に活用できる可能性が考えられた。 
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本研究では、前臨床精巣痛評価モデルの構築を目的として、ラット精巣
内に各種刺激物質を処置した際の行動評価ならびに鎮痛薬等の各種薬剤の
作用検討を行い、また排尿機能変化に対する検討も実施し、以下を明らか
にした。 
 
第一章では、ラット精巣内に酢酸を処置することにより、自発的な疼痛
行動が惹起され、同疼痛行動は NSAIDs およびカプサイシン前処置により
抑制された。酢酸処置による精巣重量増加も確認された。またラット精巣
内に酢酸を処置することにより、膀胱容量の減少も惹起され、同膀胱容量
の減少は NSAIDs およびカプサイシン前処置により抑制された。 
 
第二章では、ラット精巣内に NGF を処置することにより、自発的な疼
痛行動が惹起され、同疼痛行動はモルヒネおよびカプサイシン前処置によ
り抑制されたが、NSAIDs および肥満細胞脱顆粒剤前処置では抑制されな
かった。またラット精巣内に NGF を処置することにより、膀胱容量の減
少も惹起され、同膀胱容量の減少はカプサイシン前処置により抑制された。 
 
これまで精巣の炎症や傷害を反映する前臨床評価モデルは報告されてい
るものの、精巣痛を反映する前臨床評価モデルは報告されていなかった。
酢酸精巣内処置による精巣痛評価モデルは、カプサイシン感受性 C-fiber 
一次求心性神経や精巣の炎症等が寄与し、急性精巣炎や急性精巣上体炎等
の精巣痛病態に対する治療薬候補の評価に有用である可能性が考えられた。
NGF 精巣内処置による精巣痛評価モデルは、NGF が関与する精巣痛病態
に対する治療薬候補の評価に有用と考えられ、非細菌性慢性前立腺炎の病
態の一部を反映している可能性が考えられた。また、細菌性・炎症性の精
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巣痛、神経傷害性の精巣痛病態に対する薬効評価系の一つとしても、活用
できる可能性が考えられた。本研究にて構築した 2 つの前臨床精巣痛評価
モデルは、刺激物質の処置が非麻酔下で簡便に実施でき、効率的な薬効評
価に適していると考えられる。以上、本研究において、精巣痛と膀胱容量
減少を呈する 2 つの有用な前臨床評価モデルを構築した。 
第一章および第二章の評価モデルで認められた膀胱容量減少の機序につ
いては、酢酸精巣内処置および NGF 精巣内処置いずれにおいても、精巣
痛行動を惹起する濃度とほぼ同等の濃度で惹起され、膀胱容量減少に対す
る薬剤の抑制作用は精巣痛行動に対する抑制作用と類似していたことから、
精巣痛行動とほぼ並行して膀胱容量減少が惹起された可能性が考えられ、
精巣と膀胱の機能的連関が示された。なお、これまでに精巣と膀胱の機能
的連関を示す報告はなく、本機能的連関は新規の知見である。酢酸および 
NGF 精巣内処置ともに、精巣内への刺激溶液の限局を触診等で確認してお
り、また膀胱重量・所見に明らかな変化がなかったことから、膀胱の直接
刺激ではなく、膀胱支配神経の変化が惹起された可能性が考えられた。ま
た両精巣内処置において、誘発された膀胱容量減少と精巣痛行動にはそれ
ぞれ同程度カプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経が寄与していたこ
とから、両評価モデルにおいて、精巣のカプサイシン感受性 C-fiber 一次
求心性神経の活性化が疼痛行動と膀胱容量減少に共通するメカニズムであ
り、同求心性神経を介する精巣の疼痛シグナルが膀胱支配神経に作用して
膀胱容量を減少させたと考えられる。 
慢性骨盤痛 (chronic pelvic pain, CPP) では、様々な骨盤臓器の疼痛や複
数臓器の機能異常を呈することが知られている。例えば CPP の一つであ
る間質性膀胱炎 (IC) は、恥骨上部の疼痛、頻尿、尿意切迫感を特徴とし 
(Teichman and Parsons, 2007)、また別の CPP である過敏性腸症候群 (IBS) 
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は、下腹部の疼痛・不快感ならびに下痢から便秘といった排便症状等を特
徴とするが (Tillisch et al., 2005)、IBS 患者の約 6 割で頻尿症状を有するこ
とが報告されているように (Whorwell et al., 1986)、IC と IBS を併発して
いる患者が多く存在する (Alagiri et al., 1997)。神経クロストークとは 1 つ
の臓器の刺激が一次求心性神経を活性化し、別の臓器の支配神経の感作を
起こすメカニズムである。IC と IBS の併発は、膀胱と大腸の一次求心性
神経の収束を介した臓器間の神経クロストークによるものである可能性が
示されてきた。Pezzone らは、ラットにおいて結腸求心性神経活性の指標
である結腸拡張時の腹壁筋電図が急性の膀胱刺激により亢進し、膀胱求心
性神経活性の指標である排尿頻度が大腸炎により増加することを示してい
る (Pezzone et al., 2005)。またラットにおいて TNBS 処置による大腸炎に
より膀胱 C-fiber 一次求心性神経の発火頻度が増加することや、ラット大
腸炎により膀胱一次求心性神経のカプサイシン応答性が増加することが報
告されている (Malykhina et al., 2004; Ustinova et al., 2007)。ラットの L6-S2 
脊髄ニューロンには膀胱伸展と結腸伸展の両求心性シグナルに応答する
ニューロンが一定割合存在することが報告されており (Qin and Foreman, 
2004)、また逆行性色素を用いた検討にて、膀胱と大腸それぞれの臓器を神
経支配する二分化した一次求心性神経の存在も報告されている 
(Christianson et al., 2007)。大腸と膀胱間以外にも前立腺と膀胱間、子宮と膀
胱間等でも神経クロストークの存在が示唆されている。ラット前立腺内に
ホルマリンやカラゲニンを処置することにより膀胱容量が減少すること 
(Chen et al., 2013; Vera and Meyer-Siegler, 2004)、ラット前立腺内ホルマリン
処置により L6-S1 脊髄および膀胱の炎症性メディエーターが変化するこ
とが報告されている (Vera and Meyer-Siegler, 2004)。またラット前立腺ある
いは膀胱への刺激物質処置は、いずれも L6-S1 脊髄の Fos タンパク発現
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を増加させ、前立腺と膀胱の一次求心性神経の脊髄レベルでの重複が示唆
されている (Ishigooka et al., 2000)。ラット子宮内マスタードオイル処置で
は、T13-L1 脊髄への下腹神経求心性神経を介して膀胱の血管透過性が亢進
することが示されている (Winnard et al., 2006)。さらに、逆行性色素を用い
たラットでの検討にて、子宮と大腸それぞれの臓器を神経支配する二分化
した一次求心性神経が L1-S3 DRG の一部にて認められ、子宮内マスタード
オイル処置により大腸  DRG 求心性神経のリン酸化  ERK および 
Substance P の発現増加が報告されている (Li et al., 2008)。このように、一
つの骨盤臓器の刺激がその一次求心性神経を活性化させ、同レベルの脊髄
に入力する別の臓器からの一次求心性神経を感作することで、異なる臓器
の痛覚過敏や機能異常を惹起するメカニズムが考えられている。また異な
る脊髄レベル間の神経経路や脳を介した神経クロストークも報告されてい
る (Malykhina, 2007; Winnard et al., 2006)。脳幹部のバリントン核は橋排尿
中枢として知られ排尿を制御するが、膀胱伸展に加えて結腸伸展にも応答
して発火するニューロンが存在することが報告されている  (Rouzade-
Dominguez et al., 2003)。 
本研究の精巣痛評価モデルにおける膀胱容量減少の想定機序は、同一レ
ベルの脊髄における一次求心性神経の収束に基づく上述の神経クロストー
クの機序と類似している。精巣の支配神経は、主に superior spermatic nerve 
(SSN) および inferior spermatic nerve (ISN) が報告されている (Kuntz and 
Morris, 1946; Zhu et al., 1995)。ラットにおいてこれら神経の接続する脊髄レ
ベルは知る限り報告されていないが、イヌ精巣一次求心性神経は SSN を
介して主に L1-2 脊髄へ、また ISN を介して S1-3 脊髄へ入力することが報
告されている (Tamura et al., 1996)。またラットの陰嚢の一次求心性神経は 
L5-S1 脊髄へ入力することが報告されている (Manzo et al., 2003)。一方、
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ラットにおける膀胱一次求心性神経は L6-S1 脊髄へ入力するのに加え、下
腹神経を介し L1 脊髄へ入力する膀胱求心性神経も膀胱内刺激物質による
膀胱容量減少に関与することが報告されており、また膀胱収縮を制御する
膀胱遠心性副交感神経は  L6-S1 脊髄より伸びることが報告されている 
(Mitsui et al., 2001; Nadelhaft and Booth, 1984; Vera and Nadelhaft, 2000; Winnard 
et al., 2006)。したがって、L6-S1 レベルや L1 レベルの脊髄への精巣一次求
心性神経の入力が、同レベルの脊髄後角近傍にて膀胱求心性神経と収束す
る可能性が考えられる。さらにラットの排尿制御において L1-2 脊髄と L6-
S1 脊髄間を結ぶ神経経路が関わることが報告されていることから (Vera 
and Nadelhaft, 2000)、L1 脊髄と L6-S1 脊髄間の経路を介した精巣求心性神
経と膀胱支配神経の収束の可能性も考えられる。このように神経解剖学的
知見からも精巣から膀胱への神経クロストークの可能性は支持されると考
えられる。 
また両評価モデルにおける膀胱容量減少において、最大排尿圧には明ら
かな変化はなかった。排尿反射における膀胱求心性神経の活性変化が排尿
圧に与える影響は明らかでないが (Aizawa et al., 2012; Chuang et al., 2001)、
膀胱遠心性神経終末の膀胱平滑筋収縮を抑制するアセチルコリンムスカリ
ン受容体阻害薬は最大排尿圧を低下させ (Angelico et al., 2005; Ney et al., 
2008)、ムスカリン受容体刺激が最大排尿圧を増加させることが知られてい
ることから (Kullmann et al., 2013; Sugaya et al., 2012)、本膀胱容量減少にお
いては膀胱遠心性神経への直接作用よりは、膀胱求心性神経経路を含む他
の神経経路に作用し、排尿反射が促進された可能性を支持していると考え
られる。さらにカプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経や NGF は臓
器間の神経クロストークに寄与することが報告されている。Ustinova らは、
ラットにおいて TNBS による結腸炎に起因する膀胱容量減少がカプサイ
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シン前処置により消失することを報告しており、カプサイシン感受性 C-
fiber 一次求心性神経が結腸と膀胱の神経クロストークに関与することを
示している (Ustinova et al., 2007)。Bielefeldt らは、マウス膀胱に NGF を
過剰発現すると結直腸伸展に対する痛覚過敏ならびに後肢の痛覚過敏が惹
起されること、また後肢に NGF を過剰発現すると結腸の伸展に対する 
visceromotor response が増強されることを報告している (Bielefeldt et al., 
2006)。またラットにおいてアクロレインで誘発される急性および亜急性の
膀胱炎は、膀胱組織の NGF タンパクの増加と後肢の機械痛覚過敏を惹起
し、抗 NGF 抗体全身投与により同痛覚過敏が抑制されることから、膀胱
の NGF が後肢への神経クロストークに寄与することが報告されている 
(Guerios et al., 2008)。精巣と膀胱間に神経クロストークがあるかを解明する
ためには、精巣および膀胱に逆行性色素を処置した際に DRG 求心性神経
での重複が認められるか、また精巣および膀胱刺激時の脊髄 Fos 発現の部
位に重複が認められるかを確認する実験等が必要と考えられるが、両精巣
痛評価モデルの結果と神経解剖学的知見、ならびにカプサイシン感受性 C-
fiber 一次求心性神経や NGF の神経クロストークへの関与の報告より、本
研究の精巣痛評価モデルで認められた膀胱容量の減少は神経クロストーク
を介したものである可能性が考えられる。したがって、両評価モデルの膀
胱容量減少の機序については、精巣内処置により精巣のカプサイシン感受
性 C-fiber 一次求心性神経が活性化し、そのシグナルが脊髄後角に入力し
脊髄神経が活性化し、上位中枢への上行シグナルが疼痛行動を惹起すると
ともに、脊髄へ入力する膀胱支配神経の求心性神経の活性化を介して膀胱
容量を減少させた可能性が考えられる。また両評価モデルの実験は全て覚
醒下にて実施しているため、上位中枢が膀胱容量減少に寄与している可能
性を排除することはできないと考えられる。本研究にて示唆された精巣か
75 
 
ら膀胱への神経クロストークの機序について Figure 15 に示す。本研究に
おける両評価モデルの結果から、新たな知見として精巣から膀胱への神経
クロストークが存在する可能性が示唆された。
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Figure 15. Assumed scheme of testicular pain and bladder hypersensitivity in both 
models. Green, blue and purple lines indicate afferent neuron from testes, afferent 
neuron from bladder and efferent neuron to bladder, respectively. Red, brown and 
yellow arrows indicate signal from testes to spinal cord, pain signal from spinal 
cord to brain and signal to bladder hypersensitivity, respectively.
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本研究の酢酸および NGF の両精巣痛評価モデルにおいて、膀胱容量減
少と疼痛行動の開始時間については大きな違いはなかったが、膀胱容量の
減少は疼痛行動が消失した後でも持続しており、厳密には両変化のタイム
コースは一致していない。酢酸精巣内処置では疼痛行動は処置後 1 時間で
おおよそ消失するのに対し膀胱容量減少は少なくとも 3 時間持続してお
り、NGF 100 g/mL の精巣内処置では疼痛行動は処置後 2 時間でおおよそ
消失するのに対し膀胱容量減少は少なくとも 3 時間持続した。また NGF 
精巣内処置の評価モデルでは、膀胱容量減少は 10 g/mL 以上で惹起され、
疼痛行動を惹起する最低濃度の 30 g/mL よりもやや低かった。これらの
疼痛行動と膀胱容量減少の持続時間・惹起濃度の違いの要因としては、膀
胱の感受性が高い可能性、精巣からの疼痛シグナルが脳を介さずに膀胱支
配神経に伝わる経路がある可能性、また刺激伝播後に膀胱側で neurogenic 
inflammation 等の二次的変化が惹起され持続していた可能性が考えられる。
これまで膀胱を含む臓器間の神経クロストークにおいて、刺激臓器に起因
した表現型と排尿機能変化のタイムコースを比較検討した報告は知る限り
ない。本結果は排尿機能に関する神経クロストークに関する有用な知見に
なるものと考えられる。 
骨盤臓器間の神経クロストークについては、大腸と膀胱では双方向の機
能的連関が示されているが (Pezzone et al., 2005)、ラットにおいて子宮内マ
スタードオイル処置による膀胱血管透過性亢進は認められても、膀胱内マ
スタードオイル処置による子宮血管透過性亢進は認められていない 
(Winnard et al., 2006)。またマウスにおいて膀胱炎により結直腸伸展に対す
る痛覚過敏ならびに後肢の痛覚過敏が惹起され、後肢の炎症により結腸の
伸展に対する visceromotor response 増強が報告されているが、同報告では
後肢の炎症は膀胱容量に影響を与えていない (Bielefeldt et al., 2006)。この
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ように一方向のみの機能的連関も報告されており、必ずしも逆方向の機能
的連関は成立していない。本研究では精巣から膀胱への機能的連関が示唆
されたが、膀胱から精巣への機能的連関の存在については不明である。膀
胱から精巣への機能的連関の有無を検証するには、膀胱炎モデル等を活用
して、精巣の機能的変化や精巣への熱・機械刺激に対する痛覚過敏を検証
する等の可能性が考えられるが、今後の検証が必要である。また精巣から
膀胱以外の臓器への機能的連関について検証することは、精巣痛に関連し
たさらなる病態メカニズムの解明につながると考えられるが、同じく今後
の検証が必要である。 
精巣痛評価モデルの検討により、新規の知見として精巣から膀胱への機
能的連関が示唆された。精巣痛と頻尿の相関を見た臨床報告はこれまでに
確認されていない。UPOINT (urinary, psychosocial, organ-specific, infection, 
neurologic/systemic, tenderness) 分類の 6 つの項目を用いて、非細菌性慢性
前立腺炎患者の各項目毎の症状の有無と病態の重篤度の関係性を検証した
報告では、頻尿を含む UPOINT の urinary ドメインと NIH-CPSI スコア
の pain スコアは有意ではないが相関傾向が見られている (Shoskes et al., 
2009)。ただし頻尿以外の排尿機能異常や精巣痛以外の疼痛も含むため、精
巣痛と頻尿の正確な関係は不明である。また慢性精巣痛患者において、頻
尿を含む排尿機能異常を呈することが報告されている (Planken et al., 2010)。
したがって、精巣痛と頻尿の関連性について詳細に調査した報告はないが、
本研究での知見と上記の臨床情報、また前立腺炎や精巣上体炎で頻尿が報
告されていることを考慮すると、臨床において精巣痛が頻尿に関与する可
能性が考えられる。またその機序として、臓器間神経クロストークの可能
性があり、精巣のカプサイシン感受性 C-fiber 一次求心性神経や NGF が
寄与している可能性が考えられた。本研究において示唆された精巣から膀
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胱への機能的連関および神経クロストークは、精巣痛病態における排尿機
能異常に関する病態機序解明の進展に貢献できるものと考えられる。 
以上、本研究において、精巣痛ならびに頻尿を呈する 2 つの前臨床評価
モデルを構築した。各種精巣痛病態ならびに精巣痛に伴う頻尿に対する治
療薬候補の探索の上で、有用な前臨床評価モデルとなりうると考えられ、
新規治療薬創出への貢献が期待される。加えて、本検討により示唆された
精巣から膀胱への機能的連関の発見は、精巣痛病態における排尿機能異常
に関する病態機序解明の進展に貢献できるものと期待される。
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